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Abstract:【Objective】HPL is not only related to the formation of aroma of multiple fruits and vegeta-

bles, but also plays a core role in inducing plant defense as part of the metabolic pathway of lipoxygen-

ase, and is related to physiological processes such as plant resistance to disease, insect, injury, stresses ,

storage and aging. This study used bioinformatics method to identify HPL gene family of Rosaceae and

analyze the characteristics of HPL, so as to have a better understanding of the HPL gene family of Rosa-

ceae, and provide clear candidate genes for the improvement of Rosaceae varieties at the molecular lev-

el.【Methods】By known Arabidopsis HPL genes and their encoded protein sequence，we retrieved the

genome database of 7 Rosaceae species including Pyrus bretschneideri, Malus domestica, Prunus persi-

ca, Fragaria vesca, Pyrus communis, Rubus occidentalis and Prunus mume to identify the HPL candi-

date genes. Then NCBI was used to compare the candidate sequences for conserved domains. Prot-

param was used to predict the physicochemical properties of HPL proteins. Then all HPL gene struc-

tures and motifs were analyzed by online software GSDS 2.0 and MEME. ClustalW was employed to

perform multiple sequence comparison analysis on the amino acid sequences of the obtained HPL gene

family, and phylogenetic trees was generated with neighbor-joining method by MEGA 6 software. Nine

nodes were selected from the protein phylogenetic tree, the value of dN/dS (ω) for each node was calcu-

lated by the CODEML program of PAML 4 software, and the“site-specific”model was used to identify

the amino acid sites experiencing positive selection. MCScanX was used to detect the collinearity of the
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7个蔷薇科物种HPL基因家族的鉴定和特性分析

徐博文，李乐跞，李 梦*

（南京农业大学园艺学院，南京 210095）

摘 要：【目的】利用生物信息学方法对7个蔷薇科HPL基因家族进行分析，以期更深入地了解蔷薇科HPL家族基因特

性，在分子水平上为蔷薇科品种的研究和改良提供候选基因。【方法】用拟南芥HPL基因鉴定白梨、苹果、桃、草莓、西

洋梨、黑树莓、梅七种蔷薇科物种的HPL基因，分析HPL基因的结构、保守域、系统进化关系、正选择作用、共线性关系

和表达情况。【结果】鉴定确定了31个HPL基因，其中白梨6个，苹果4个，桃3个，草莓5个，西洋梨4个，黑树莓6个，梅

3个；大多包含1个或3个内含子；系统进化树显示，HPL基因家族分为A、B和C 3个亚族；进化树上9个节点M0模型

的ω都远小于1，平均数为0.174 8；梨、苹果、桃和梅HPL基因间存在较强的共线性关系；梨和苹果果实中检测到HPL

基因表达。【结论】鉴定了7个蔷薇科物种共31个HPL基因，每个物种均不少于3个，正选择效应在HPL基因上作用明

显。苹果的MDP0000424398、MDP0000225501和梨的Pbr041820.1为表达活跃的功能基因。梨主要表达的HPL基因

属于C亚族，苹果主要表达的HPL基因属于B亚族。
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HPL gene. Futhermore, HPL gene expression of pear and apple were examined.【Results】In this study

we identified 33 HPL homologous genes, 6 from pear, 4 from apple, 3 from peach, 5 from strawberry, 4

from European pear, 6 from black raspberries, 3 from mume and 2 from Arabidopsis thaliana. MEME

results showed that 31 HPL genes contained 10 motifs, and only AT4G15440.1 lacked motif1 and mo-

tif3, indicating that HPL gene family members were highly conserved during evolution, and member ex-

pansion was mainly related to whole genome replication events. Analysis of all HPL gene structures

showed that the HPL gene had a simple structure and most HPL genes contained one or three CDS. Phy-

logenetic trees divided the HPL genes of Rosaceae species and Arabidopsis into three subgroups. Sub-

group B and C contained one Arabidopsis HPL gene. Subgroup A and C contained HPL genes from all

seven Rosaceae species, and subgroup B contained HPL genes from six Rosaceae species. Among the 9

tested nodes, 7 nodes showed significant positive selection, indicating that positive selection played an

important role in the evolution of HPL genes. Among these HPL genes, the distribution of positive se-

lection sites estimated by Bayesian method under the M8 model was very scattered and the rule was not

obvious, which indicated that point mutations with positive selection effect played an indispensable role

in the evolution of HPL gene family. Nine collinearity relationships between white pear and six other

species of Rosaceae were identified by MCScanX, including three pairs of collinearity of peach and

mei, two pairs of collinearity of European pear and one pair of collinearity of apple. This was also relat-

ed to the shorter differentiation time of these species. The expression results of pear and apple showed

that the expression level of Pbr041820.1 of pear in subgroup C was 2- 6 times higher than that of

Pbr020059.1 of subgroup B in different periods, and 4 HPL in subgroup A was not expressed. In apple

HPL expressed more in wild material than that of cultivar. Apple MDP0000132456 was located in the A

subfamily, which was hardly expressed. And the MDP0000424398 and MDP0000225501 in the B sub-

family were expressed.【Conclusion】In this study, a total of 31 HPL genes were identified from seven

species of Rosaceae. Each species no less than 3 genes. Positive selection had significant effect on HPL

gene. Mdp0000424398, mdp0000225501 and pbr041820.1 of apple and pear were active expression

genes. The active HPL gene of pear belonged to C subgroup, the active HPL gene of Apple belonged to

B subgroup.

Key words: Rosaceae; Lipoperoxide lyase; HPL; Gene family; Phylogeny

蔷薇科物种种类繁多，包含苹果、梨、桃等重要

果树，产值和种植面积在世界果树中均居前列，其

中苹果和梨在中国果园总面积和总产量中分别位

居第二和第三位。蔷薇科约有 124 个属 3 300 余

种，经济价值高，其中苹果、梨、桃、李、杏、梅等在世

界市场上深受欢迎，具有重要的经济意义。随着全

球经济的快速发展，水果产量不断提高，人们开始

注重水果品质的提升，尤其是果品风味。果品风味

是生物化学上高度复杂的特性，涉及糖、酸和香气

的相互作用。香气作为风味的重要组成部分，受到

越来越多的重视。水果香气是由 1 000 多种挥发性

化合物组成的复杂混合物，包括酯类、醛类、萜烯

类、醇类、羰基类和一些硫类化合物[1-2]，各香气成分

的种类和相对比例决定了不同水果的特定香气。

目前研究表明，植物风味挥发物（如酯类、醇类

和醛类）主要来源于饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸。

直链醇、醛、酮、酸、酯、内酯类这些从脂肪酸中提取

出的非挥发性前体，主要通过脂氧合酶的脂肪酸氧

化途径形成，而脂肪酸的脂氧合酶途径至少包括 4

种酶，分别是脂氧合酶（LOX）、过氧化氢裂解酶

（HPL）、醇脱氢酶（ADH）和醇乙酰转移酶（AAT）[3]，

这四种酶形成饱和和不饱和 C6 和 C9 醛。

研究表明，HPL 属于细胞色素 P450（CytP450）

类蛋白质家族中的 CYP74 亚家族。根据底物过氧

基位置的差异，HPL 可分为 9- HPL 和 13- HPL，

CYP74 酶的 CYP74C 亚群由许多植物物种的 9/13-
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HPLs 组成。这些 HPLs 产生短链醛（C6 或 C9）和

相应的 C12 或 C9 草酸，其中短链挥发性醛和相应

的醇具有芳香气味。9/13-HPLs 已在许多园艺作物

中被发现，如黄瓜[4-5]、茶叶[6]、葡萄[7]、和苹果[8]。13-

HPLs（CYP74B）可以催化亚油酸或亚油酸衍生的

13-HPOD/T 的裂解，从而产生 C6 GLVs。GLVs 是

一类来源于多不饱和脂肪酸氧化的生物活性氧化

脂类，是陆地植物中常见的挥发性有机化合物

（VOCs）[9]。

1976 年 Vick[10]首次从西瓜幼苗中发现脂氢过

氧化物裂解酶（hydroperoxide lyase，HPL）。HPL 通

过催化 LOX 的反应产物——脂氢过氧化物裂解生

成短链醛（醇）和 C12 含氧酸，其中短链醛（醇）是许

多水果和蔬菜香气的组成部分，从而影响果实的风

味，C12 含氧酸中的愈伤素能诱导伤口细胞快速生

长并参与伤口应激反应[11]，并且作为脂氧合酶的代

谢途径的一部分，HPL在引发植物防御中起着核心

作用，参与植物的抗病虫、抗伤害、抗逆反应和贮

藏、老化等生理进程，通过 LOX/AOS 支路，生成能

激活植物防御系统中相关基因转录的茉莉酸 [12]。

HPL 的 cDNA 全长序列由 Matsui 等[13]于 1996 年首

先从辣椒中获得，后来人们陆续从拟南芥[14]、黄瓜[15]

和马铃薯[16]等多种植物中得到 HPL 的 cDNA 序列。

为了发掘蔷薇科物种中 HPL 家族的结构和进

化历程，加深对香气重要基因 HPL 的了解，笔者设

计如下试验：以蔷薇科物种白梨（Pyrus bretsch-

neideri）[17]、苹果（Malus domestica）[18]、桃（Prunus

persica）[19]、草莓（Fragaria vesca）[20]、西洋梨（Pyrus

communis）[21]、黑树莓（Rubus occidentalis）[22] 和梅

（Prunus mume）[23]为研究对象，通过对已获得的植物

HPL 结构域的检索，鉴定蔷薇科物种基因组内的

HPL 基因，并分析蔷薇科 HPL 基因的基本结构；对

蔷薇科 HPL 基因所编码的蛋白质进行多序列联配，

使用拟南芥作为外群，构建系统发生树，比较蔷薇

科 HPL 基因之间的进化关系；分析蔷薇科 HPL 基

因的功能性分歧和正选择作用；鉴定不同物种 HPL

基因之间的共线性关系；并以白梨和苹果为例研究

HPL 基因的表达情况。

1 材料和方法

1.1 材料

苹果（‘Golden Delicious’）、桃（‘Lovell’）、草莓

（‘Hawaii 4’）、西洋梨（‘Bartlett’）、黑树莓（‘ORUS

4115-3’）的基因组数据来自 GDR（https://www.rosa-

ceae.org/），分别为 GDR1.0、GDR2.0a1、GDR4.0、

GDR1.0、GDR1.0al 版本。白梨（‘Dangshansuli’）基

因组数据来自 GigaDB（http://gigadb.org/），版本为

gigadb121010；梅（‘Mei’）基因组数据来自梅基因

组数据库（http://prunusmumegenome.bjfu.edu.cn），

版本为 BFU1.0；拟南芥（‘Col-0’）基因组数据来自

EnsemblPlants（http://plants.ensembl.org/index.html）

TAIR10 版本。

1.2 基因组水平上鉴定蔷薇科物种和拟南芥HPL

基因

获取拟南芥中已鉴定的 HPL 基因以及它们编

码的蛋白质序列，将这些序列作为检索初始序列，

在拟南芥及蔷薇科 7 个物种基因组数据库中进行

blastp，从检索结果中筛选出 E≤1e-10 的蛋白质序

列，作为候选 HPL 基因。然后再次使用 NCBI 对候

选序列进行保守结构域的比对[24]，含有 NCBI 中拟

南芥 HPL 保守结构域 PLN02648 的候选序列即确

认为 HPL 基因。利用在线软件 Protparam（http://us.

expasy.org/tools/protparam.html）预测 HPL 蛋白的理

化性质。

1.3 蔷薇科物种和拟南芥HPL基因序列结构分析

使用 ClustalW 对获得的 HPL 基因家族的氨基

酸序列进行多重序列比对。将 HPL 基因家族的氨

基酸序列载入程序中，设置比对参数为默认。通过

在线软件 GSDS 2.0[25]（http://gsds.cbi.pku.edu.cn/）分

析所有 HPL 基因结构。使用 MEME 软件[26]（http://

meme-suite.org/tools/meme）预测 HPL 基因的基序

（motif），最大基序数设置为 10。

1.4 蔷薇科物种和拟南芥HPL基因的系统进化分析

使用 MEGA 6 软件[27]对上述 HPL 蛋白家族氨

基酸序列进行多重比对，使用 Neighbor-Joining 方

法构建系统发生树，参数设置默认。

1.5 蔷薇科物种和拟南芥HPL基因的正选择作用

分析

笔者使用 Yang 等[28]研究并发展的极大似然法

以及密码子替换模型的正选择位点分析方法软件

PAML。将每个选择节点里的序列通过 ClustalW 多

序列联配，然后使用在线软件 PAL2NAL[29]（http://

www.bork.embl- heidelberg.de/pal2nal/）转换为编码

序列去除空位（gap）后的多序列联配。通过 PAML

徐博文，等：7个蔷薇科物种HPL基因家族的鉴定和特性分析 461
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4 软件[30]的 codeml 程序计算每个节点对应的 dN/dS

（ω）值。在蛋白质系统发生树和序列对位排列结果

基础上，通过“位点特异性”模型鉴定氨基酸序列中

经历正选择作用的系统发生树节点和氨基酸位

点。当似然比结果符合卡方分布时，通过似然比测

验分析得到嵌套间差异的显著性。通过计算 M3 模

型对 M0 模型的似然比来检测位点间是否具有选择

压力的差异；通过计算 M8 模型对 M7 模型的似然

比来检测位点间是否具有正选择压力，其中 M8 模

型和 M7 模型均使用离散 β分布来估计每个位点的

ω值。并且当 M8 模型对 M7 模型的统计检验结果

达到显著，M8 模型下 ω＞1，使用贝叶斯的后验概

率分布方法估计经历正选择作用的位点[28]。

1.6 蔷薇科物种和拟南芥HPL基因的共线性分析

通过 blastp 比对，寻找不同蔷薇科物种两两之

间潜在的同源基因对（E≤1e-10），用 Python 脚本将

gff 文件转换成 MCscanX[31]所能识别的格式，然后

将比对好的文件和转变格式后的 gff 文件导入 MC-

scanX，得到基因共线性信息和染色体片断共线性

信息。

1.7 梨和苹果HPL基因的表达分析

为了检测 HPL 基因在梨中的表达，分别于梨果

实的幼果期（2014 年 5 月 6 日）、膨大期（2014 年 6

月 30 日）和成熟期（2014 年 9 月 6 日）在南京农业

大学实验基地收集了梨野生品种‘豆梨’和栽培品

种‘砀山酥梨’的果实。于苹果果实的幼果期（2014

年 5 月 6 日）、膨大期（2014 年 6 月 6 日）和成熟期

（2014 年 9 月 17 日）在中国农业科学院郑州果树研

究所采集苹果野生品种‘西府海棠’和栽培品种‘金

冠’的果实。每个阶段采果至少 3 个，将样品切成

小块并储存于-80 ℃冰箱中，后用于转录组测序，表

达水平单位使用 TPM（Transcripts Per Million）。

2 结果与分析

2.1 7个蔷薇科物种中HPL基因的鉴定

在 8 个物种中共鉴定出 HPL 基因 33 个，其中

白梨 6 个、苹果 4 个、桃 3 个、草莓 5 个、西洋梨 4

个、黑树莓 6 个、梅 3 个和拟南芥 2 个（表 1）。蔷薇

科物种中，HPL 的数量和基因组大小有一定的关

系，基本上基因组越大 HPL 的数量越多。蔷薇科物

种和拟南芥 HPL 基因的基本信息（表 2）显示，HPL

基因氨基酸序列长度除草莓 FvH4_2g07430.1 和黑

树莓 Bras_T16557 在 1 000 bp 左右外，其余均在 500

bp 左右。草莓的 5 个HPL基因有 3 个位于 2 号染色

体，黑树莓的 6 个 HPL 基因有 4 个位于 Braspber-

ryS0183，其余 6 个物种在染色体上分布不均。预测

的分子质量除草莓 FvH4_2g07430.1 和黑树莓

Bras_T16557 在 100 ku 以上，AT4G15440.1 在 50 ku

以下，其余均在 55 ku 左右。理论等电点为 5.64~

9.10，并且每个物种均既有酸性也有碱性的HPL。

2.2 7个蔷薇科物种和拟南芥中HPL基因序列结

构分析

通过 MEME 软件预测所有潜在的保守性基序

（motif），最终提取出 10 个基序，并得到蔷薇科物种

和拟南芥 HPL 蛋白中的基序及其在蛋白质中的位

置（图 1）。结果显示 31 个 HPL 基因均含有 10 个

motif，仅 AT4G15440.1 缺少 motif1 和 motif3，这说

明 HPL 基因家族成员具有较高的保守性。

表1 7个蔷薇科物种和拟南芥基因组信息

Table 1 Genomic information of 7 species of Rosaceae and Arabidopsis

物种

Species

白梨 Pyrus bretschneideri

苹果 Malus domestica

桃 Prunus persicaa

草莓 Fragaria vesca

西洋梨 Pyrus communis

黑树莓 Rubus occidentalis

梅 Prunus mume

拟南芥 Arabidopsis thaliana

染色体数

Chromosome
number

34

34

16

14

34

14

16

10

版本

Release version

gigadb，v121010

GDR，v1.0

GDR，v2.0.a1

GDR，v4.0

GDR，v1.0

GDR，v1.0

BFU，v1.0

TAIR10

基因组基因数

Genome gene
number

42 341

63 541

26 873

28 588

43 419

28 005

31 390

27 655

HPL基因数

Identified HPL
genes

6

4

3

5

4

6

3

2

基因前缀

Gene name prefix

Pbr

MDP

Prupe

FvH

PCP

Bras

Pm

AT

462
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表2 7个蔷薇科物种HPL基因基本信息

Table 2 Basic information of HPL genes of 7 species of Rosaceae and Arabidopsis

登录号

Accession number

Pbr041820.1

Pbr028466.1

Pbr039849.1

Pbr020059.1

Pbr008503.1

Pbr004466.1

MDP0000132456

MDP0000424398

MDP0000225501

MDP0000198152

Prupe.3G213800.1

Prupe.8G110100.1

Prupe.1G386300.1

FvH4_6g42740.1

FvH4_2g07410.1

FvH4_2g07430.1

FvH4_2g40510.1

FvH4_5g16260.1

Bras_T02429

Bras_T06715

Bras_T16549

Bras_T16553

Bras_T16555

Bras_T16557

PCP010301.1

PCP012365.1

PCP013345.1
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终止位置

End position

15574216

335119
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11521

71896

27534261

3865987

3881042

7541728

21748959

13985566
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118124
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CDs长度

CDs sequence
length/bp

1 464

1 455

1 458

1 611

1 455

1 455

1 446

1 653

1 596

1 701

1 476

1 449

1 586

1 485

1 458

3 483

1 578

1 455

1 684

1 476

1 590

1 458

1 446

2 919

1 455

1 464

1 845

1 797

1 587

1 476

1 446

1 155

1 557

氨基酸序列长度

Amino acid sequence
length/bp

487

484

485

536

484

484

481

550

531

566

491

482

468

494

485

1 160

525

484

560

491

529

485

481

972

484

487

614

599

528

491

481

384

518

分子质量

Molecular
mass/ku

54.52

53.95

53.70

59.83

54.12

54.01

53.95

61.77

59.72

63.82

64.81

54.16

52.86

54.99

54.43

130.14

59.03

54.71

63.16

55.02

59.06

54.57

54.75

109.10

54.00

54.49

68.05

67.52

59.26

54.80

54.43

42.67

58.20

理论等电点

Theoretical
pI

7.57

6.73

6.47

8.76

6.29

7.09

6.73

8.86

8.87

8.47

6.91

6.53

8.63

6.72

8.48

6.27

8.83

7.63

9.02

6.96

8.35

6.77

7.62

7.04

6.48

6.96

5.73

7.55

9.10

6.48

6.77

5.64

8.75
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用在线软件 GSDS 2.0 分析所有 HPL 基因结构

（图 2），并结合表 2 的基因基本信息数据可知，大多

数 HPL 基因结构简单，主要包含 1 个或 3 个外显

子。HPL 基因编码区长度在 1 500 bp 左右，草莓

FvH4_2g07430.1 和黑树莓 Bras_T16557 则有大约

3 000 bp，是 HPL 基因序列片段重复了两遍，推测成

员扩张主要与片段复制事件相关。

2.3 7个蔷薇科物种HPL基因家族系统发生分析

通过 Phylomatic（http://phylodiversity.net/phylo-

matic/）可以建立 7 个蔷薇科物种的进化树（图 3）。

用 ClustalW 软件对检索获得的蔷薇科物种和拟南

芥 HPL 蛋白序列进行多序列联配。将多序列联配

结果录入 MEGA 6.0 中，构建蔷薇科物种和拟南芥

HPL 蛋白序列基因的系统发生树（图 4）。系统发生

树将蔷薇科物种和拟南芥 HPL 基因分成 3 个亚族，

B、C 亚族各含 1 个拟南芥 HPL 基因，A、C 亚族含

有全部 7 个蔷薇科物种 HPL 基因，B 亚族含有 6 个

蔷薇科物种 HPL 基因。 A、B 亚族除了序列

PCP013345.1、FvH4 2g07430.1、Bras T16557、Bras

T16549 均只含 1 个外显子，并且长度大都小于

2 kb，C 亚族除了 AT4G15440.1、PCP044955.1 和

MDP0000198152 均含 3 个外显子，并且长度在 3 kb

左右。

2.4 7个蔷薇科物种HPL基因家族正选择作用分析

首先通过 M3 模型对 M0 模型来检测每组密码

子替换位点的选择压力变异情况，然后通过 M7 模

型和 M8 模型检验正选择作用。若得到的结果满

足：（1）M7 模型和 M8 模型的似然比测验结果基本

符合 χ2 分布。（2）M8 模型下计算出的 ω值大于 1。

（3）通过贝叶斯分析法估计存在正选择作用位点，

就能确定该位点的正选择作用显著。通过 HPL 系

统进化树分析，将 HPL 分为 9 个节点即 Node（图

4，表 3）在所有被检验的 9 个节点中，除了 5、6 节点

外均满足以上 3 个条件，说明 HPL 基因正在经历正

选择作用。根据 M8 和 M7 的似然比，2、3 和 8 节

点有 95%以上的概率经历正选择作用，1 和 9 节点

有 99%以上的概率经历正选择作用。

之后通过 codeml 程序中的贝叶斯方法对经历

正选择作用的氨基酸位点及其后验概率作检测，并

绘制其在序列上分布的散点图（图 5）。结果显示，

图1 7个蔷薇科物种HPL蛋白motif分析

Fig. 1 Motif analysis of HPL protein in 7 Rosaceae species and Arabidopsis
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所有节点在起始位置均有突变点，除了 Node7 和

Node8 外其余节点在最后 50 bp 的终止位置均有突

变点；Node3 中间区段没有正选择位点，但其余节点

有分布多个正选择作用位点，说明在 HPL 基因家族

的进化过程中，具有正选择效应的点突变起到了不

可或缺的作用。

2.5 7个蔷薇科物种HPL基因家族共线性分析

用 MCScanX 共鉴定出蔷薇科物种两两之间 20

对共线性关系（表 4），其中 Pbr041820.1、Pm015123、

Prupe.3G213800.1 和 PCP012365.1 两两之间呈共

线性关系，Pbr039849.1、Pm021564、Prupe.8G110100.1

和PCP013345.1两两之间呈共线性关系，Pbr020059.1、

Pm005761、Prupe.1G386300.1和MDP0000424398两

两之间呈共线性关系，结果显示，梨、苹果、桃和梅

HPL 基因之间的共线性关系较强。蔷薇亚科（草

莓、黑树莓、梅）的分化，要早于苹果亚科（苹果、梨）

和李亚科（桃）的分化，总体来说他们物种的分化时

间较短。

2.6 梨和苹果HPL基因表达情况分析

无论是在梨栽培种还是野生种中，共检测到

2 个 HPL 基因表达。Pbr020059.1 表达都相对较

少，在膨大期表达最多，并且栽培种表达量大于野

Pbr028466.1
PCP010301.1
MDP0000132456
Pbr004466.1
PCP013345.1
Pbr039849.1
Pbr008503.1
Pm021564
Prupe.8G110100.1
FvH4_2g07430.1
Bras_T16555
Bras_T16557
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MDP0000198152
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PCP012365.1

0 kb 1 kb 2 kb 3 kb 4 kb 5 kb 6 kb 7 kb 8 kb 9 kb
5' 3'

Legend：
Exon Intron UTR_3 UTR_5

图2 7个蔷薇科物种和拟南芥HPL基因结构

Fig. 2 Structure of HPL genes in 7 species of Rosaceae and Arabidopsis

图3 7个蔷薇科物种和拟南芥物种进化树

Fig. 3 The evolutionary tree of 7 Rosaceae species and Arabidopsis

黑树莓 Rubus occidentalis

草莓 Fragaria vesca

梅 Prunus mume

桃 Prunus persica

白梨 Pyrus bretschneideri

西洋梨 Pyrus communis

苹果 Malus domestica

拟南芥 Arabidopsis thaliana
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图4 7个蔷薇科物种和拟南芥HPL基因系统进化树

Fig. 4 Phylogenetic tree of HPL genes in 7 Rosaceae species and Arabidopsis

表3 7个蔷薇科物种HPL基因特殊位点的正选择检验

Table 3 Positive selection test for special loci of HPL gene in 7 Rosaceae species

Node

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Na

7

9

16

6

24

8

7

9

8

dN/dS（ω）
under M0b

0.333 60

0.220 69

0.220 80

0.210 99

0.149 48

0.084 11

0.083 63

0.130 65

0.139 12

2△/M3 vs. M0c

68.54**

57.80**

188.64**

75.66**

323.18**

141.58**

96.33**

79.89**

92.64**

2△/M8 vs. M7c

18.12**

7.02*

6.65*

3.14

1.49

0.27

1.78

8.94*

14.21**

M8 estimatesd

p1=0.849 85，ω=3.155 13
p=0.007 48，q=2.893 98
p1=0.002 77，ω=13.356 89
p=0.160 22，q=0.491 75
p1=0.007 10，ω=2.199 68
p=0.635 63，q=1.912 34
p1=0.030 76，ω=1.496 06
p=0.597 61，q=2.162 58
p1=0.005 63，ω=1.000 00
p=0.710 45，q=3.444 62
p1=0.004 13，ω=1.000 0
p=0.311 12，q=2.397 76
p1= 0.013 92，ω=1.000 0
p= 0.156 47，q=1.220 12
p1= 0.020 00，ω= 2.109 15
p= 0.593 26，q= 3.701 68
p1= 0.057 04，ω= 1.332 34
p= 0.517 89，q= 4.123 00

Positively selected sitese

28

9

6

8

-

-

7

6

15

注：a. N 为节点中的基因数；b. 通过 M0 模型获得的极大似然估计值；c. M3 和 M0/M8 和 M7 的似然比；*表示卡方测验 p ＜ 0.05，**表示

p ＜ 0.01；d. M8 模型下的极大似然估计值（ω）和正选择位点百分数（p1）；p 和 q 为分布系数；e. 基于 M8 模型，后验概率＞0.50 位于正选择作

用位点的氨基酸数目。

Note: a. N is the number of genes in the node; b. The maximum likelihood estimation value obtained by the M0 model; c. The likelihood ratios of

M3 and M0 / M8 and M7; * indicates the chi-square test p < 0.05, ** indicates p < 0.01; d. Maximum likelihood estimate (ω) and positive selection

site percentage (p1) under the M8 model; p and q are distribution coefficients; e. Based on the M8 model, number of amino acids at the positive selec-

tion effect site with the posterior probability > 0.50.
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生种（图 6- A），而 Pbr041820.1 表达量远大于

Pbr020059.1。Pbr041820.1 在栽培种和野生种均在

幼果期到膨大期期间下降，膨大期到成熟期期间上

升，但野生种在膨大期下降得更多，并且野生种中

幼果期表达量最大，而栽培种在成熟期表达量最大。

这与野生和栽培品种果实的发育特征是一致的。

苹果中 MDP0000132456 在野生型和栽培型中

的表达量均极少（图 6- B）。MDP0000424398 和

MDP0000225501 都是在幼果期表达最多。而

MDP0000424398 表达量随着果实发育呈下降趋势，

栽培种在幼果期到膨大期期间急剧下降，在成熟期

表达最低，达到 4.23 TPM；而野生种主要在膨大期

到成熟期期间急剧下降，并且在成熟期仍然表达，

达到 45.5 TPM。MDP0000225501 在野生种和栽培

种的表达情况相同，都是先下降后上升。总的来

说，苹果野生种栽培种 HPL 表达量相当。

图5 经历正选择作用位点的后验概率在序列上的分布

Fig. 5 Posterior probability distribution diagram of positive selection sites on the sequence
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Pear wild species HPL expression
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表4 7个蔷薇科物种间的HPL基因共线性关系

Table 4 The collinearity of HPL genes among 7 Rosaceae species

共线性序列1
Synteny sequence 1

Pbr041820.1

Pbr041820.1

Pbr041820.1

Pbr039849.1

Pbr039849.1

Pbr039849.1

Pbr020059.1

Pbr020059.1

Pbr020059.1

MDP0000424398

MDP0000424398

Pm015123

Pm015123

Pm015123

Pm021564

Pm021564

Pm005761

PCP013345.1

PCP044955.1

PCP012365.1

染色体

Chromosome

Chr9

Chr9

Chr9

Chr10

Chr10

Chr10

Chr15

Chr15

Chr15

Chr8

Chr8

Chr4

Chr4

Chr4

Chr6

Chr6

Chr2

scaffold00249

scaffold01315

scaffold01388

共线性序列2
Synteny sequence 2

Pm015123

Prupe.3G213800.1
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PCP013345.1

MDP0000424398
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3 讨 论

笔者从 7 个蔷薇科物种中共鉴定出 31 条 HPL

基因，其中白梨 6 条、苹果 4 条、桃 3 条、草莓 5 条、

西洋梨 4 条、黑树莓 6 条、梅 3 条，另外从拟南芥中

鉴定 2 条 HPL 基因。通过系统进化树发现，HPL

基因家族可以分为 3 个亚族，每个亚族均包含六个

以上蔷薇科物种，其中 A、C 亚族的 HPL 蛋白大多

呈酸性，B 亚族的 HPL 蛋白全部呈碱性，蛋白等电

点最低为 8.63。通过基因结构发现，A、B 亚族主要

包含 1 个外显子，C 亚族主要包含 3 个外显子。并

且由于两条拟南芥 HPL 基因分别位于 B 亚族和 C

亚族，说明在拟南芥与蔷薇科物种分化前，HPL 就

已经分化。

通过蛋白质序列比对分析，总共测定拟南芥及

7 个蔷薇科物种 HPL 基因，其中草莓的 CDs 长度、

氨基酸序列长度、分子质量、理论等电点平均值在

7 种蔷薇科植物中均属最高值，桃的平均理论等电

点处于最低点。系统发育树显示不同白梨染色体

的 基 因 聚 在 一 起（Pbr028466.1 、Pbr039849.1 、

Pbr008503.1 和 Pbr004466.1）说明白梨 HPL 可能随

着全基因组复制事件而发生复制，而苹果同一染色

体的 MDP0000424398 和 MDP0000225501 聚在一

起。这与五种蔷薇科植物的 LOX 基因的分析结果

一致[3]，文中发现苹果和白梨 LOX 基因经历了最近

的一次全基因组复制（WGD）。

Motif 分析显示，HPL 基因家族成员扩张主要

与全基因组复制事件相关。用 codeml 程序分析正

选择结果显示，基于 M0 模型计算 ω的极大似然估

计值，9 个节点的结果数据都远小于 1，平均数为

0.174 8，这表明所检测的蔷薇科和拟南芥 HPL 的序

列经历的是纯化选择压力。比较 6、7 节点和 8、9

节点发现 HPL 基因在拟南芥和蔷薇科物种间主要

受纯化选择压力的影响，在蔷薇科物种内主要受正

选择压力的影响。另外，B 亚族主要受到了纯化选

择压力的作用，C 亚族主要受到了正选择压力的作

用。正选择作用位点除在两端有较明显的分布外，

还有许多无规律分布的位点，说明在 HPL 基因家族

的进化过程中，具有正选择效应的点突变起到了不

可或缺的作用。笔者共发现 20 对 HPL 基因之间的

共线性关系，其中梨、桃和梅之间存在较强的共线

性，进一步证实了 HPL 基因分化早于蔷薇科物种内

部分化。

Pbr041820.1 位于 C 亚族，作为野生和栽培梨

上表达活跃的基因，功能上十分活跃。与其他物种

基因 Pm015123、Prupe.3G213800.1 和 PCP012365.1

也存在共线性，表示这些基因是在物种分化前就已经

产生并保持功能活性至今，正选择分析显示其所在的

节点上有选择压力变异。苹果的 MDP000042439

也有类似的功能。通过由梨和苹果的表达情况可

以发现不同类型的 HPL 在不同物种和不同亚群间

具有表达差异。梨位于 C 亚族的 Pbr041820.1 表达

量远远大于 B 亚族的 Pbr020059.1；并且位于 A 亚

族的 4 个 HPL 基因完全不表达；苹果位于 A 亚族

的 MDP0000132456 表达量较低，而位于 B 亚族的

MDP0000424398，MDP0000225501 表达较高。基

因的表达有很多时空特异性，因此在不同时间和组

织中存在差异表达的情况。同时，不表达或者表达

量低的基因，其功能可能处于替补和被淘汰的地

位。

Chehab 等[32]在水稻中发现不同类型的 HPL 在

不同部位表达也不同，其中 OsHPL1 普遍表达，

OsHPL2 在叶和叶鞘中表达，而 OsHPL3 在伤口诱

导和表达。Liu 等[33]和 Xin 等[34]分别在黄瓜和茶树

中发现面对不同胁迫时 HPL 表达具有差异，并且在

水杨酸 SA 处理下 HPL 基因表达量在黄瓜幼苗中

升高，而在茶树中降低。表明不同的物种，不同的

品种，不同的组织和环境对 HPL 的表达均有影响。

而蔷薇科基因家族分析已经越来越多的被用来帮

助解决生物学问题，如研究者研究了 9 种蔷薇科物

种的 ABC Transporters，鉴定到 MdABCG28 作为可

能的细胞分裂素对于矮化的作用[35]。

脂氢过氧化物裂解酶是植物脂氧化途径中脂

氧合酶下游的酶，通过催化 LOX 的产物不饱和脂肪

酸裂解，生成草酸和挥发性醛，其中一些醛类化合

物是许多水果和蔬菜香气的组成部分。另外，HPL

在植物防御中也起着非常重要的作用，与植物的抗

伤害、抗逆反应、抗病虫、贮藏和老化等生理进程有

关 [11]。HPL 在葡萄中能触发细胞死亡相关的防

御 [36]，野生型番茄 HPL 能有效防止蚜虫侵害 [37]，豌

豆幼苗不同阶段 HPL 表达不同，并且能够激活病原

体侵袭的自防御反应[38]。笔者课题的研究对象是 7

个蔷薇科 HPL 基因家族基因，基于序列层面和分子

水平的分析，对 HPL 的起源有了更多的认识，更加
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深入地了解基因家族的进化历程，明确自然选择对

于其功能的选择作用。

4 结 论

在 7 个蔷薇科物种白梨、苹果、桃、草莓、西洋

梨、黑树莓、梅中，共鉴定到 31 个 HPL 基因家族成

员，大多包含 1 个或 3 个内含子，其结构在进化过

程中具有较高的保守性；通过系统进化分析将家族

成员分为 A、B 和 C 3 个亚族；梨、苹果、桃和梅 HPL

基因间存在较强的共线性关系；进化树上 9 个节点

M0 模型的 ω都远小于 1，平均数为 0.174 8，正选择

作用明显；梨和苹果果实中检测到 HPL 基因表达，

MDP0000424398、MDP0000225501 和 Pbr041820.1

为表达活跃的功能基因。梨主要表达的 HPL 基因

属于 C 亚族，苹果主要表达的 HPL 基因属于 B 亚

族。
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